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Fysiologinen hypoksia on noussut kiinnostavaksi tutkimusaiheeksi solu- ja kudostutki-muksessa. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, että solu- ja kudoskasvatusten kasva-tusatmosfäärillä on vaikutusta solujen käyttäytymiseen. Tässä tutkimuksessa käytettyjen hiiren alkion fibroblastien proliferaatio on aikaisempien tutkimuksien mukaan ollut voi-makkaampaa vähähappisissa olosuhteissa kuin normaalissa huoneilmassa. Solujen ja ku-dosten tutkimisen tärkeys kontrolloidussa atmosfäärissä on tämän työn teemoja.  
Tämän työn tarkoituksena oli osoittaa, että hiiren alkion fibroblastit proliferoituvat mata-lissa happiolosuhteissa nopeammin kuin lähellä huoneilman happitasoa. Tutkimus tehtiin uudella menetelmällä, jonka toimivuus oli tarkoitus osoittaa tämän työn kokeellisessa osuudessa ja laitteen ominaisuuksia verrata jo markkinoilla oleviin hypoksialaitteistoihin.  
Tutkimuksessa mitattiin kahdesta koesarjasta solujen proliferaatiota mittaamalla solujen peittämän kasvatuskaivon pinta-ala. Kokeista saatiin kahdenlaisia tuloksia. Ensimmäinen koesarja osoitti, että 5 % O2  oli optimiolosuhde solujen jakautumiselle, kun taas toisessa koesarjassa 1 % O2  olosuhde oli solunjakautumisen kannalta parempi olosuhde. Kokeet osoittavat, että solukasvatuksessa käytetty laitteisto toimii ja kykenee luomaan kontrol-loidut olosuhteet soluviljelykaivoihin. 
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1. JOHDANTO 
Kudosten ja solujen alentunut happipitoisuus eli hypoksia on yleinen ilmiö useissa sai-
rauksissa. Kudosten akuuttiin hypoksia on usein seurausta hapen kuljetuksessa. Ympäris-
töstä aiheutuvia hetkellisiä hapenpuutetiloja voivat aiheuttaa ohut ilma vuoristossa tai 
typpikuplien tukkimat verisuonet sukeltajantaudissa. Sairaudet, kuten keskushermosto l-
liset vammat, tajuttomuus, ilmarinta, hengitystieinfektio tai sydänvamma, voivat aiheut-
taa kehoon hengenvaarallisen hapenpuutetila. Kroonista hypoksiaa eli pitkäaikaista hapen 
puutostilaa esiintyy useimmiten kasvaimissa, joissa kudoksen liikakasvun seurauksena 
verisuonitus ei kykene kuljettamaan happea riittävän tehokkaasti kasvainten keskiöön, 
jolloin hapen osapaine kasvaimissa eroaa ympäröivästä terveestä kudoksesta. Vaikka hy-
poksia usein liittyy sairauksiin ja akuutteihin hapenkuljetusjärjestelmän ongelmiin, on se 
keholle tuttu ilmiö ja soluilla on mekanismit reagoida heikentyneeseen hapensaantiin toi-
minnallaan. Esimerkiksi pidempikestoisessa fyysisessä rasituksessa ihmisen lihasso lut 
joutuvat riittämättömän hapensaannin takia reagoimaan energian tarpeeseen tuottamalla 
kehon käyttämää polttoainetta, ATP-molekyylejä, hapettomissa olosuhteissa. Hetkellinen 
hypoksia siis ei ole tavaton ilmiö terveissäkään kudoksissa, mutta silti kontrolloitua hap-
piatmosfääriä ei käytetä standardina solukasvatustutkimuksissa [1]  . Syynä tähän voi olla 
kontrolloidun happiatmosfäärin luomiseen tarvittavat kalliit ja hankalat tutkimusvälineet, 
kuten hanskakaapit. Kalliiden hypoksiamenetelmien takia solututkimuskentällä on tarve 
helpolle ja edulliselle tavalle luoda fysiologiset olosuhteet, jotta solujen ja kudoksia voi-
daan kasvattaa oikeanlaisessa ympäristössä.  
Tässä työssä tutkitaan hiiren alkion fibroblastien proliferaationopeutta eri happiolosuh-
teissa. Työn kokeellisen osuuden on tarkoitus näyttää, että hypoksiakammioiden kaa-
suympäristöä voidaan hallita Tampereen teknillisen yliopiston Micro- and Nanosystems 
-laboratorion kehittämällä MiniHypoxy- laitteistolla, jolla voidaan luoda fysiologisia olo-
suhteita matkivat olosuhteet. Kokeellisen osuuden tuloksia verrataan hiiren alkion fib-
roblastien proliferaationopeuksiin kirjallisuudesta saatuihin tietoihin. Tässä työssä hapen  
osapaine hypoksiakammioissa valittiin tutkittavaksi parametriksi, sillä pelkästään hapen 
puutteen laukaisemat säätelytekijät vaikuttavat satoihin geeneihin ja siten muuttavat so-
lun käyttäytymistä [1-3] . Tämän työn teoriaosuudessa käydään läpi hypoksian teoriaa ja 
sovelluksia, sekä hiiren alkion fibroblastien taustoja ja niiden käyttöä hypoksiatutkimuk-
sessa.  
Työssä tarvittava teoria on esitetty luvussa 2 Hypoksiatutkimuksen teoreettinen tausta ja 
menetelmät. Kokeellinen osuus esitellään luvussa 3 Fibroblastien proliferaatiokokeet ja 
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kuva-analyysi. Luvussa 4 Tulokset on esitetty kandidaatintyön kokeellisen osuuden tu-
lokset. Luvussa 5 Tulosten tarkastelu on pohdittu tulosten merkityksellisyyttä ja luvussa 
6 Yhteenveto on esitelty päätelmät työstä. 
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2. HYPOKSIATUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA JA MENETELMÄT 
Hypoksia on tila, jossa kudokset tai yksittäiset solut saavat liian vähän happea. Hapen 
rajoittunut saanti muokkaa solujen ja kudosten käyttäytymistä. Hypoksialla voidaan ku-
vata myös koko eläimen tai ihmisen tilaa, jossa heikentynyt hapensaanti on syystä tai 
toisesta johtanut hypoksiaan. Normaalitilaa, jossa soluilla on käytössä optimaalinen 
määrä happea, kutsutaan normoksiaksi ja vastaavasti olosuhdetta, jossa soluilla on happea 
ylimäärin käytössä, kutsutaan hyperoksiaksi.  Solu- ja kudostasolla hypoksia muuttaa so-
lun normaalia metaboliaa, ja happihomeostasian järkkyessä solut alkavat sopeutumaan 
muuttuneeseen tilanteeseen. Näiden termien lisäksi käytetään kudoksissa vallitsevasta 
happiympäristöstä nimeä fysioksia [4], joka tarkoittaa eri kudoksille ominaista hapen 
määrää. Fysioksia-termi on luotu erottamaan selkeästi se, että kudoksissa vallitseva 3 % 
- 5 % O2 -konsentraatio on kudokselle normaalitila, vaikka sen määrä olisikin liian vähäi-nen hengitettäväksi. Monet tutkimukset käyttävät ulkoilman normoksiaa eli 21 % O2 -konsentraatiota [5] tai inkubaattorissa normina vallitsevaa 19,9 % O2 -konsentraatiota [4] kudosten normoksian määreenä. 
Tässä luvussa käsitellään hypoksiaan liittyvät vasteet ja reaktiot kudoksissa sekä kuinka 
hiiren alkion fibroblastit käyttäytyvät hypoksiassa. Kandidaatintyön kokeellisessa osuu-
dessa tutkitaan fibroblastien käyttäytymistä ja tässä luvussa on kuvattu fibroblastien pro-
liferaatiota ja migraatioon liittyvät käsitteet ja mekanismit. Hypoksian tuottamiseen käy-
tettävät menetelmät käsitellään myös tästä luvussa, mikä toimii vertailukohtana kokeelli-
sessa osuudessa käytettyyn menetelmään. 
2.1 Hypoksian vaikutusmekanismi ja havaitseminen soluissa ja kudoksissa 
Hypoksia ei ole ainoastaan poikkeuksellinen, sairauksien tai trauman aiheuttama tila ku-
doksessa, vaan se on normaalia esimerkiksi fyysisiä harjoitteita tehtäessä. Fyysisessä har-
joittelussa hapentarve lisääntyy ja kehon on käynnistettävä hapen kuljettamista edistäviä 
mekanismeja pidempiaikaisia hypoksisia olosuhteita välttäen. Esimerkiksi lihaskudok-
sessa mitokondrioissa tapahtuvassa glykolyysissa vapautetaan energiaa solun käyttöön, 
mutta mikäli happea ei ole riittävästi, siirtyy solu käyttämään maitohappofermentaat iota 
energiansaannin turvaamiseen. Hypoksisissa olosuhteissa NADH, eli nikotiiniamidiade-
niinidinukleotidi ei voi pelkistyä NAD+:ksi, jota tarvittaisiin glykolyysin elektronisiir to-
reaktioissa ATP:n tuottamiseksi. Hypoksiassa energia tuotetaankin sen sijaan muutamalla 
pyruvaatti laktaatiksi, joka kykenee pelkistämään NADH:n ja saattamaan glykolyys in 
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loppuun. [6, 7]  Aikuisen ihmisen kudoksissa vallitsee normaalisti 3 % - 5 % O2 -konsent-raatiot ja pienetkin konsentraatioiden alenemiset aiheuttavat asteittaisen vasteen hypok-
siaa vastaan, mikä tarkoittaa energia-aineenvaihdunnan muutoksia, tiettyjen säätelytek i-
jöiden lisääntynyttä määrää sekä muutoksia solusignaloinnissa [8].  
Hypoksia voidaan havaita soluista esimerkiksi punasolujen tuotantoa lisäävä n hormonin 
EPO:n eli entrypoietiinin lisääntyneenä määränä [3]. EPO:n tuotantoa lisää säätelytek ijä 
HIF (hypoxy induced factor). Zhu et al. [9] esittävät julkaisussaan, kuinka Northern-blot-
tausta hyväksi käyttäen voidaan havaita lisääntynyt EPO:n määrä havaitsemalla EPO:a 
koodaava mRNA. Zhun et al. [9]  tekemässä Northern-blottauksessa ihmisen Hep3B-so-
lujen EPO:a tuottavien mRNA:jen määrää tutkittiin hypoksiassa ja sitä vertailtiin koboltin 
indusoimaan EPO-mRNA:n tuotantoon. Kobolttia käytettiin vertailukokeessa, sillä ko-
boltti lisää EPO-tuotantoa hypoksian tavoin vaikuttamalla suoraan solun hypoksiaan rea-
goiviin säätelytekijöihin.  
Hypoksia voidaan havaita kudostasolla angiogeneesinä, joka tarkoittaa verisuonituksen 
lisääntymistä kudoksessa hapen kuljetuksen tehostamiseksi. Angiogeneesi on suora seu-
raus hypoksiasta, koska hapen puute aiheuttaa kudokseen stressin, joka pakottaa kudok-
sen lisäämään kykyänsä toimittaa happea hypoksisiin soluihinsa. Michieli [10] esittää ar-
tikkelissaan, että syöpäsolut alkavat etsiä hypoksisissa olosuhteissa uusia keinoja saada 
happea. Kahden päivän seurannan aikana syöpäkasvain oli levinnyt ympäröivään soluvä-
liaineeseen saadakseen happea. Kontrollina toiminut tuumori ei ollut ajautunut metas-
taasiaan eli ryhtynyt levittymään kudokseen [10] Toisena esimerkkinä on Facciabenen et 
al. [11] tekemä tutkimus, jossa 17:a munasarjasyöpäsolulinjaa tutkittiin hypoksisissa (1,5 
% O2 ) ja hyperoksisessa (21 %  O2 ) olosuhteessa. Tutkimalla syöpäsolujen solulinjo jen kemokineesejä, jotka ovat signalointiproteiineja solujen välisessä viestinnässä, he osoit-
tivat, että hypoksisissa olosuhteissa kasvaimen angiogeneesiä tukevan vaskulaarisen en-
doteelikasvutekijä A:n määrä kasvoi. Tutkimuksessa tutkittiin syöpäsolulinjojen geenien 
ilmentymistä.  Solun selviytymistila aktivoituu, kun solu joutuu riittämättömään hap-
piympäristöön [12]. Näkyvimmät erot solujen toiminnoista hypoksiassa, normoksiassa ja 
hyperoksiassa voidaan saada aikaan geenien ilmentymistutkimuksissa, joista saadaan sel-
ville solujen aktiiviset geenit ja niiden tuottamat proteiinit. 
Hypoksia tarjoaa mielenkiintoisen näkökulman syöpäsairauksien hoitoon. Hypoksia vois i 
parhaimmillaan olla luonnollinen tapa tuhota syöpäkudosta, sillä hoitokeinona voisi käyt-
tää vain hapen kuljetuksen estämistä kudokseen. Tutkimukset kuitenkin osoittavat, että 
hypoksia pakottaa syöpäsolut taisteluun hapesta lisäämällä sen toleranssia vastustaa ke-
hon puolustusjärjestelmää [4, 5]. Lisäksi hypoksia vahvistaa kasvaimen verisuonitusta 
sekä lisää kasvaimen aktiivisuutta irrottaa itsestään etäpesäkkeitä verenkiertoon sekä so-
luväliaineeseen.  
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2.2 Hapenkuljetus kehossa ja hypoksia kudoksissa 
Yleiskielessä kudosten hypoksialla tarkoitetaan hieman erilaista happikonsentraationti laa 
kuin ihmisen fysiologiassa ymmärretään. Fysiologisella hypoksialla tarkoitetaan heiken-
tynyttä hapensaantia, mikä johtaa keskushermoston ja elinten vajaatoimintaan [6] . Hen-
gitämme hengitysilman mukana 21 % happea, mikä ei kuitenkaan välity sellaisenaan ku-
doksille asti. Kudoksissa vallitsevat toisistaan poikkeavat happiolosuhteet riippuen ku-
doksen tyypistä ja sijainnista happea kuljettaviin valtimoihin nähden. Hengitysilman ha-
pen osapaine muuttuu jo suuresti matkalla keuhkorakkulaan ja hapen määrään keuhkoissa 
ei näistä syistä ole sama kuin ulkoilman. Kudosten happikonsentraatioon vaikuttavat 
myös rasitus, hengitystiheys ja sydämen toiminta. Taulukossa 1 on esitetty hengityse li-
mistön läpi kulkevan hapen osapaineen muutos elohopeamillimetreissä sekä prosentteina.  
Taulukosta 1 nähdään, että happea on 160 mmHg sisäänhengitysilmassa, mikä vastaa 
21,1 % ilman kaasuista. Hapen saapuessa keuhkoputkeen sisään hengitetyn ilman hapen 
osapaine laskee 150 mmHg (19,7 % O2 ), kun sisäänhengitysilma sekoittuu keuhkoista uloshengityksen mukana keuhkoputkeen jääneen uloshengitysilman kanssa. Sama jatkuu 
hengitysilman siirtyessä keuhkorakkuloihin asti, jolloin hapen osuus keuhkorakkulo issa 
olevasta ilmasta on enää 110 mmHg (14,5% O2) ja valtimoveressä 80 - 100 mmHg (10,6 % - 13,2 % O2 ). Kuten aikaisemmin on todettu, kudoksen happikonsentraatio putoaa edel-leen valtimoveren arvosta kudoksessa arvoon, joka on kolmesta kymmeneen prosenttiin. 
Taulukkoon 1 on kerätty eri kudosten tavalliset happikonsentraatiot. Taulukko pohjautuu 
Carreau et al. julkaisun taulukkoon [4].  
Ihmisen keuhkojen keskimääräinen tilavuus on noin 2300 ml, mutta keuhkorakkulo ihin 
siirtyy normaalissa ventilaatiossa vain 350 ml juuri hengitettyä uutta ilmaa [13] . Tämä 
tarkoittaa siis sitä, että keuhkoissa jatkuvasti sekoittuvat sisäänhengityksen ja uloshengi-
tyksen kaasut toisiinsa. Kaasujen sekoittuminen aiheuttaa sen, että keuhkorakkuloissa ha-
pen osapaine laskee jo ihmistä ympäröivän ilman 21 prosentista 14,5 prosenttiin [4]. Näin 
ollen soluilla ei ole mahdollisuutta saavuttaa niin sanottua normoksiaa, jolla useissa tut-
kimuksissa [12]  tarkoitetaan 21 % happikonsentraatiota. Tutkimuksissa käytetään usein 
19,9 % happea, mikä on inkubaattorissa vallitseva happikonsentraatio, kun kaasuolosuh-
teita kontrolloivaa kasvatuslaitteistoa ei ole saatavilla. Inkubaattorin huoneilmaa mata-
lampi happikonsentraatio johtuu siitä, että inkubaattorin hiilidioksidikonsentraatiota on 
lisätty kudoksissa olevan hiilidioksidikonsentraation suuruiseksi [4].  
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Taulukko 1. Hapen osapaineet ihmisen eri kudoksissa 
 mmHg pO2 % Lähde Ulkoilma 160 21.1 [4] 
 Sisäänhengitysilma 150 19.7 [4]  Keuhkorakkula 110 14.5  [4]  Valtimoveri 100 13.2 [4]  Laskimoveri 40 5.3 [4]  Solu 9.9-19 1.3–2.5 [6]  Mitokondrio <9.9 <1.3 [6]  Aivot 33.8 ± 2.6 4.4 ± 0.3 [14-17]  Keuhkot 42.8 5.6 [18]  Iho (sub‐papillary plexus) 35.2 ± 8 4.6 ± 1.1   [19]  Iho (dermal papillae) 24 ± 6.4 3.2 ± 0.8 [19]  Iho (superficial region) 8 ± 3.2 1.1 ± 0.4 [19]  Epiteelikudokset 57.6 ± 2.3 7.6 ± 0.3   [20-22]  Maksa 40.6 ± 5.4 5.4 ± 0.7 [23-25]  Munuainen 72 ± 20 9.5 ± 2.6 [26, 27]  Lihas 29.2 ± 1.8 3.8 ± 0.2 [28-33]  Luuydin 48.9 ± 4.5 6.4 ± 0.6 [34, 35]    
Taulukossa 1 ovat kudosten osapaineet ilmoitettu elohopeamillimetreissä ja prosentti-
osuutena kaasuista. Eri kudosten välillä happikonsentraatiot vaihtelevat suuresti, mikä 
käy ilmi taulukon 1 listauksesta. Näin ollen ihmiskeholle ei voi määrittää tarkkaa raja -
arvoa hypoksialle kudosten erilaisista hapenkonsentraation normaalitiloista eli normok-
sioista johtuen. Kudosten erilaiset vaatimukset ympäristötekijöille luovat tarpeen säädellä 
tutkittavien kudosten tai solujen kaasuympäristöä, sillä solujen käyttäytyminen on eri-
laista hypoksiassa, normoksiassa ja hyperoksiassa [12].  
 
2.3 Hiiren alkion fibroblastit fysioksisessa ympäristössä ja käyttö tutkimuksessa 
Hiiren alkion fibroblasteja käytetään yleisesti solututkimuksissa ja uusia menetelmiä tai 
ilmiöitä testaavissa tutkimuksissa [36, 37] , sillä ne ovat yleisiä ja helposti kasvatettavissa 
olevia solulinjoja. Fibroblastien helpolla kasvatettavuudella tarkoitetaan, etteivät ne ole 
niin herkkiä kasvatusolosuhteistaan ja niitä on saatavilla. Solut reagoivat ympäristönsä 
muuttuviin tekijöihin, kuten lämpötilaan, yhdisteiden muuttuviin konsentraatioihin sekä 
kaasukonsentraatioihin. Tekemässäni tutkimuksessa tutkitaan fibroblastien käyttäyty-
mistä soluviljelmissä erilaisissa kontrolloiduissa happikonsentraatioissa.  
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Tutkimuksessani käyttämäni solut ovat hiiren alkiosta eristettyjä fibroblasteja, jotka kuu-
luvat sidekudoksen solujen ryhmään. Fibroblastit ovat jakaantuneena sidekudokseen ja 
ylläpitävät ja huoltavat soluväliainetta [38].  Fibroblastit kykenevät muuttamaan toimin-
taansa laajasti reagoimalla muiden solutyyppien tuottamiin mediatoreihin. Signaalit voi-
vat muuttaa fibroblastien proteiinisynteesiä, kollageenisynteesiä tai saada solu erilais tu-
maan toiseksi soluväliainesoluperheen soluksi, kuten osteosyytiksi tai kondrosyytiks i. 
Osteosyytit muodostavat uutta luukudosta ja kondrosyytit ovat rustosoluja. Fibroblast it 
ovat tällöin monipuolinen solutyyppi, joka kykenee mukautumaan erinomaisesti ympä-
röivän kudoksen tarpeisiin. 
Fibroblasteilla on spesifi rooli kudoksen korjausprosessissa. Kudoksen vaurioituessa lä-
heiset fibroblastit alkavat jakaantua ja siirtyä vaurioituneille alueille normaalia tehok-
kaammin ja erittävät kollageenia ympäristöönsä. Kollageeni muodostaa ympäröivän so-
luväliaineen, joka edistää kudoksen parantumista sekä eristää vaurioituneen alueen [7]. 
Fibroblastit ovat ensimmäisten solujen joukossa siirtymässä vaurioituneille alueille. Yin 
et al. osoittivat tutkimuksessaan, että etenkin haava- ja arpialueiden fibroblastien migraa-
tio ja proliferaatio kasvoi huomattavasti hypoksisissa olosuhteissa normaksisiin olosuh-
teisiin verrattuna [38, 39]. Fibroblastien kyky mukautua muuttuviin olosuhteisiin ja nii-
den rooli kudosten parantumisessa selittää paljon niiden helppohoitoisuutta soluvilje l-
missä. 
Kantasolujen kasvattamiseen käytetään usein syöttösoluina hiiren alkion fibroblas teja 
(mEF), joilla varmistetaan ravinteiden ja hapen siirtyminen kasvatettaville soluille. Hy-
poksiassa kasvatetut mEF:it lisääntyvät tehokkaasti ja täyttävät kasvatusalustan muuttaen 
siten kantasolujen erilaistumiskykyä. Badger et al. osoittivat kokeissaan, että hypoksiassa 
toteutetussa solukasvatuskokeessa hiiren alkion fibroblastien kanssa kasvatetut pluripo-
tenttiset kantasolut eivät näyttäneet kärsineen hypoksiasta kuuden kuukauden kokeessa. 
Tutkimuksessa verrattiin normoksiassa kasvatettuun kontrolliin hypoksiassa kasvaneita 
soluja, eikä suuria eroja eri happikonsentraatiossa kasvatetuiden solujen proliferaatiossa 
osoitettu. [37]  Näin ollen fibroblastit ovat osoittautuneet toimivan hyvin hypoksis issa 
olosuhteissa ja ne käyttäytyvät feeder-soluina kantasolututkimuksessa samalla tavalla hy-
poksisissa ja normaksisissa olosuhteissa.  
 
2.3.1 Hiiren alkion fibroblastien proliferaatio in vivo 
Proliferaatiolla tarkoitetaan suvutonta solunjakautumista mitoosissa. Tarkastellessa labo-
ratoriossa petrimaljalla kasvavaa solujoukkoa, proliferaatio kuvaa solujen lisääntymistä. 
Solut tarvitsivat ideaaliset olosuhteet jakautuakseen, sillä useat nisäkkäiden solut elävät 
vain rajatun ajan ja jakautuvat useaan kertaan elinikänsä aikana [40]. Solukasvatuksessa 
kontrolloitavia ympäristötekijöitä ovat fysikaalis-kemialliset parametrit, kuten 𝑂2- ja  
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𝐶𝑂2  -konsentraatiot, pH, lämpötila ja osmoottinen paine sekä fysiologiset ympäristötek i-jät, kuten hormoni- ja ravinnekonsentraatiot [41] . Fysiologinen ympäristö voidaan aset-
taa ideaaliseksi valitsemalla soluille sopiva kaupallinen medium. Fysikaalis-kemiallis ia 
olosuhteita voidaan asettaa ideaalisiksi esimerkiksi inkubaattorilla, jolloin inkubaattor i-
kaappi huolehtii sopivasta lämpötilasta. Osmoottinen paine ja pH voidaan asettaa sopi-
viksi mediumin avulla.  
Tavallisesti sopivat parametrit nisäkkäiden solulinjojen kasvatukselle ovat Sigma Al-
drichin julkaiseman Handbook: Cell culture basics -solukasvatusohjekirjan mukaan: pH 
7,4; 4-10 % CO2  ja lämpötila 36 ºC - 37 ºC  [41] . Ohjekirja ei ota kantaa minkälaisessa happikonsentraatiossa soluja tulisi kasvattaa. Kuten aiemmin todettua, happikonsentraa-
tio vaihtelee hyvin paljon, jolloin happikonsentraatiot täytyy valita koekohtaisesti. Hiiren 
fibroblasteja on kuitenkin tutkittu useissa tutkimuksissa ja niiden proliferaationopeudesta 
on tietoa eri happikonsentraatioissa. Tutkimuksessa Yoshida et al. osoittivat, että hypok-
sia lisää fibroblastien autofagiaa eli kudosten sisäistä solusyöntiä. Hypoksia lisää solujen 
toksisuutta, mutta tutkimusryhmä huomasi, että hiiren alkion fibroblastit eivät olleet niin 
herkkiä hypoksialle kuin esimerkiksi ihmisen ihon fibroblastit. [37] Tutkimukset ovat 
osoittaneet, että hiiren alkion kantasolut kehittyvät tehokkaimmin hypoksisessa 5  % 
O2  konsentraatiossa, kun taas 21 % O2  kasvatettujen solumäärä oli alhaisempi kuin hy-poksiassa 5 % O2 olosuhteessa kasvatettujen solujen.  [36, 37]  Myös muut tutkimukset ovat osoittaneet, että hiiren alkion fibroblastien proliferaatio on alhaisemmissakin happi-
konsentraatioissa (3% O2 ) tehokkaampaa kuin korkeammissa  [12].   
 
2.3.2 Fibroblastien migraatio in vivo 
Fibroblastit reagoivat ympäristön muutoksiin monin eri tavoin. Kun soluja kasvatetaan 
lasipinnan päällä soluille suotuisissa olosuhteissa, solut pyrkivät täyttämään niille anne-
tun tilan jakautumalla ja liikkumalla. Fibroblastien liikettä lokaatiosta toiseen kutsutaan 
migraatioksi. In vivo kasvatetut solut kiinnittyvät lasipintaan tai toisiinsa ei-spesifisten 
elektrostaattisten vuorovaikutusten avulla. Lisäksi solujen välillä vaikuttavat spesifiset 
sitoutumiset, joilla tarkoitetaan solujen adheesiomolekyylien, kuten selektiinien, integrii-
nien ja cadheriinien sitoutumista toisiinsa solujen välillä. Yksittäisen solun adheesio voi 
purkautua solun reagoidessa saamiinsa signaaleihin ympäristöstä. Tällöin solu irrouttau-
tuu ja alkaa liikkumaan suotuisampaan paikkaan. [8]     
Sytoskeletonilla on suuri rooli liikkeen tuottamisessa eläinsoluissa. Sytoskeleton on yh-
distelmä kolmesta biopolymeerista: aktiinista, mikroputkista ja filamenteista. Nämä 
kolme biopolymeeria yhdessä luovat solun liikkeen. Aktiini toimii sytoskeletonin moot-
torina, sillä se kykenee dynaamisesti mukautumaan uudeksi rakenteeksi. Aktiiniverkosto 
täyttää usein solun reunaosat ja tuottaa liikkeen solukalvon läheisyydessä.  Mikroputket 
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taas suuntautuvat yleensä solun keskustasta solun reunoja kohti ja ne kykenevät ohjaa-
maan solun liikkeen suuntaa kyvyllä liikuttaa aktiiniverkostoon liittynyttä mikroputken 
päätä. Filamentit sitovat sytoskeletonin muihin solun rakenteeseen ja tekee sytoskeleto-
nista yhtenäisen rakenteen. Syloskeletonin uloimpana oleva rakenne eli solukalvon lähei-
syydessä oleva aktiiniverkosto kykenee tuottamaan solun liikkeen.      
Solun liikkumisessa on kolme vaihetta: kurottautuminen, kiinnittäytyminen ja irrottautu-
minen sekä liike. Kuvassa 1 on esitetty nämä vaiheet ja ensimmäisessä vaiheessa solu 
signaalin saadessaan alkaa kurottautua ohjattuun suuntaan polymerisoimalla aktii-
nisäikeitä kohti solukalvoa venyttäen sitä eteenpäin. Aktiinin polymer isaatio voi aktivoi-
tua ulkoisesta mekaanisesta stressistä, jolloin aktiiniverkoston rakenne solukalvon lähellä 
muuttuu ja solu depolymerisoi väärin asettuneen aktiiniverkoston sekä polymerisoi uuden 
aktiiniverkoston vastaamaan solun uutta muotoa. Aktiinisäikeet eivät ole jäykkiä, vaan 
ne kykenevät elastisuutensa ansiosta taipumaan kohdatessaan pieniä painolasteja tai voi-
mia. Solu voi muiden solujen signaloimana lähteä kurottautumaan uuteen suuntaan poly-
merisoimalla uutta aktiiniverkostoa kuvan 1 kohdan 1 ja 2 mukaisesti. Solu lopettaa po-
lymerisoimisen, kun se törmää johonkin, jota se ei voi liikuttaa tai se kohtaa liian suuren 
voiman, jota vastaan se ei voi liikkua. [7] Aktiiniverkosto ei kuitenkaan ole täysin stabiili 
rakenne, joka pitäisi solun muodon kasassa. Aktiiniverkostossa vaikuttaa myös niin sa-
nottu Brownin liike eli molekyylien lämpöliikkeestä johtuva siksak-liike.  
Kun solu on muodostanut kurouman liikkeen suuntaan, tapahtuu kaksi asiaa saman aikai-
sesti: solu kiinnittyy kuroumallaan uuteen kohtaan alustasta ja irrottautuu päinvastaisesta 
suunnasta. Kiinnittymisessä solun integriinit eli solukalvon integraaliset soluväliaine re-
septorit kiinnittyvät soluväliaineessa oleviin molekyyleihin, kuten kollageeneihin.  
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Kuva 1. Fibroblastin soluliikkeen vaiheet 1) kurottautuminen liikesuuntaan 2) po-lymerisoidun solujalan kiinnittyminen uuteen kohtaan ja irtoavan solujalan de-polymerisoituminen 3) solun siirtyminen liikesuuntaan uuden solujalan päälle. [42]  
Nämä proteiinit koostuvat kahdesta erilaisesta glykoproteiinista, jotka muodostavat hete-
rodimeeriparin, joka spesifisesti sitoutuu kohdemolekyyliinsä. Integriinien lisäksi myös 
syndekaatit ja selektiinit ovat mukana solun sitoutumisessa soluväliaineeseen. Näitä kiin-
nittymisreseptoreita on solukalvolla suuri määrä ja niiden sitoutumisaffiniteetti on 
heikko, mikä mahdollistaa useiden kiinnityskohtien pitämisen solun irtoamisen estä-
miseksi ja ympäristön tunnustelun heikolla sitoutumissidoksilla. Solun solukalvon resep-
torit kiinnittyvät ligandeihinsa soluväliaineeseen ja muihin soluihin.   
Viimeisessä solun migraatiovaiheessa tapahtuu itse siirtyminen. Solu siirtyy kokonaisuu-
dessaan uusien kiinnityspisteidensä päälle. Myosiinimoottorit liikuttavat aktiiniverkostoa 
solun kehossa ja takaosassa siten, että solu saa kuroumaa kohti olevan liikkeen aikaiseksi. 
Myosiini on ATP:ta energianlähteenään käyttävä proteiini, joka liikuttaa aktiinisäike itä 
joko liukumalla tai kävelemällä säiettä pitkin ja siten siirtäen säiettä eteenpäin.  
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2.4 Hypoksian luomiseen käytetyt menetelmät 
Hypoksian luominen käyttämällä ainoastaan hypoksiakammiota sisältää muutamia huo-
mioon otettavia kohtia. Normaalisti hypoksia luodaan asettamalla kammioon hypoksiset 
olosuhteet kaasun avulla. Kuitenkin mediumin ja ilman välinen happitasapainon tasapai-
nottuminen ottaa aikaa useamman tunnin [10]. Toinen haaste on kasvatusastian hetkittä i-
nen altistuminen normaali- ilmanalalle, kun kasvatusastiaan esimerkiksi vaihdetaan me-
dium tai tehdään tutkimustoimenpiteitä, kuten värjäyksiä tai fiksaatioita. Tällöin hypoksia 
katoaa kasvatusastiasta ja on osoitettu, että nämä lyhytaikaisetkin hypoksian katoamiset 
vaikuttavat solujen geenien ilmentymiseen [10]. 
Seuraavassa osiossa on esitelty erilaisia keinoja luoda hypoksia kasvatusastiaan tai mik-
rosysteemiin. Kandidaatintyön kokeellisessa osuudessa on käytetty uudenlaista solukas-
vatusmikrosysteemiä. Tämän takia vertailukohdiksi on otettu vanhoja menetelmiä, kuten 
biokemiallisesti ja hypoksiakammioiden avulla tuotettua hypoksiaa. 
2.4.1 Biokemiallisesti tuotettu hypoksia 
Kemiallisesti tuotetussa hypoksiassa, hypoksian luomiseen voidaan käyttää kobolttiklo-
ridia (CoCl2) tai desferrioxamine (DFX), jotka kykenevät luomaan simuloidun hypoksian solukasvatusmediumiin [43] . Etenkin CoCl2 on laajasti käytetty kemikaali kudoksen hy-poksian simuloimiseen. CoCl2 ja DFX eivät kuitenkaan poista fyysistä happea me-diumista vaan aiheuttavat hypoksisen vasteen aktivoimalla tai stabilisoimalla HIF-1 [44]. 
Solujen toimintaa vähähappisessa ympäristössä säätelee hypofia- inducible factors eli HIF 
transkriptiotekijä. HIF-1:llä on tärkeä rooli kehon happitasapainon säätelyssä, sillä se sää-
telee lähes sataa geeniä. [2, 3, 45] Nuo HIF:n säätelemät geenit parantavat hapen kulje-
tusta aktivoimalla angiogeneesiä sekä säätelemällä kehon hapetus-pelkistysreaktio tasa-
painoa ja energiatasapainoa. HIF-1 on osoitettu reguloivan myös solujen proliferaatiota, 
ja adheesiota, soluväliaineen metaboliaa ja glukoosin metaboliaa [46]. Näin saadaan pel-
kästään HIF-1 säätelytekijää säätelemällä luotua hypoksinen ympäristön vaste solukas-
vatukseen, mikä tosin vaikuttaa vain solun geenien ilmentymiseen. CoCl2 ja DFX:llä tuo-tettua hypoksiaa voidaan kritisoida siitä, ettei se ota huomioon todellisen happivajauksen 
vaikutusta soluun, vaan solut reagoivat ainoastaan HIF-1 tekijän muuttuneeseen määrään. 
Lisäksi kyseisten kehoon kuulumattomien kemikaalien vaikutusta solun toimintaan on 
vaikea arvioida.  
Toinen biokemiallinen tapa tuottaa hypoksia on käyttää erityisiä happea kuluttavia ent-
syymireaktioita. Entsymaatisesti toteutetussa hypoksiassa yleensä käytetään entsyymipa-
ria glukoosioksidaasia ja katalaasia [47]. Glukoosioksidaasi hapettaa beta-d-glukoosia 
tuottaakseen glukonihappoa ja vetyperoksidia kuluttaen samalla happea. Katalaasi taas 
pilkkoo vetyperoksidia vedeksi ja hapeksi, jolloin happea sitoutuu tuotteisiin jääneeseen 
vesimolekyyliin. Hypoksian luomiseen voidaan käyttää myös toisia happea kuluttavia 
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entsyymejä kuten lakkaasia. [47] Entsyymeillä toteutettu hypoksia voidaan ajatella ko-
bolttikloridia ja DFX:ää luonnollisemmaksi tavaksi luoda happiympäristöä soluille, mutta 
toisaalta entsyymien biologista vaikutusta solun toimintaan muuten kuin lopputuotte iden 
osalta on vaikea sanoa. Tällöin täytyy ottaa huomioo n solun kohonnut glukakonihappo-
taso ja kuinka solu muuttaa käyttäytymistään tämän ilmiön takia. Myös suuret määrät 
glukoosioksidaasia ja katalaasia soluja ympäröivässä mediumissa voi signaloida solut te-
kemään hypoksia käyttäytymisestä poikkeavaa.  
 
2.4.2 Menetelmiä luoda hypoksiset olosuhteet käyttämällä kont-rolloitua kaasua 
Perinteisin tapa luoda hypoksiset olosuhteet soluviljelmää n on sulkea soluviljelykasva-
tusastia huoneilmalta ja kytkeä se haluttuun atmosfääriin, esimerkiksi 5 % happea sisäl-
tävään ilmaan. Tällöin kammion ilmaa kontrolloidaan laitteiston avulla ja soluvilje lmä 
saatetaan haluttuihin olosuhteisiin vain ympäröivää kaasua muuttaen. Käyttämällä kont-
rolloitua kaasua saadaan näkyviin solun todellinen vaste hypoksisiin olosuhteisiin, mikä 
aikaisemmin esitellyissä menetelmissä on keinotekoisesti tuotettu. Kaasun sijaan voidaan 
myös käyttää ennalta käsiteltyjä mediumeja, joiden happiosapaine on laskettu soluissa ja 
kudoksissa vallitseviin olosuhteisiin. Fiksattua mediumia käytetään paljolti erilaisten bio-
reaktoreiden ja mikrofluidistisien laitteiden kanssa, joissa hypoksian luominen kaasuilla 
tai biokemiallisesti voi olla vaikeampaa [44]. Mediumin fiksaukseen perustuvia menetel-
miä ovat kehittäneet yhdysvaltalainen yritys nimeltä Celertia. Celertian PetakaG3 -tuote-
perheen tuote LOT (Low Oxygen Transfer) on bioreaktori, jonka luvataan voivan asettaa 
1-21 % happikonsentraation bioreaktoriin. [48] PetakaG3-laitteen yhteyteen on mahdol-
lista saada happianturi, joka monitoroi fluoresenssianturin avulla reaaliaikaisesti happi-
konsentraatiota. Kyseisessä laitteessa hypoksia toteutetaan hypoksisella mediumil la, 
jonka happi- ja hiilidioksiditasot ovat asetettavissa sopivaksi. Tällöin olosuhteita ylläp i-
detään tai halutessa muutetaan vaihtamalla solujen mediumia. Mediumiin asetettu hypok-
sia kuitenkin purkautuu varsin nopeasti, mikäli se on kosketuksissa huoneilman kanssa. 
Näin ollen ilman täydellisesti suljettua systeemiä olosuhteet ovat epästabiilit ja toisaalta 
suljetun systeemin rakentaminen voi olla vaikeaa sovelluksesta riippuen.  
Hypoksiakammiosovelluksia on solututkimuksen saralta useampia. Hypoksia voidaan to-
teuttaa solukasvatukseen tarkoitetussa inkubaattorissa, johon saa kytkettyä hiilidioks id in 
lisäksi myös hapen ja typen, jolloin kaikki ilman komponentit ovat säädettävissä. Tämän-
laisia inkubaattoreita on ainakin kaupallisesti tarjolla ThermoFisherin tuotekatalogissa 
[49]. Näillä kolmikaasuinkubaattoreilla voi säätää kaikkien kolmen kaasun suhdetta, 
mutta asetettu olosuhde alkaa välittömästi katoamaan, kun solukasvatus otetaan huoneil-
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maan tutkittavaksi. Inkubaattorien avulla toteutetun hypoksiatutkimuksen ongelmia vas-
taan on kehitetty erilaisia hypoksiakammioratkaisuja, joissa olosuhteet voidaan kyetä pi-
tämään stabiileina soluviljelyn aloittamisesta loppuun asti.  
Hypoksiakammiosovelluksia ovat muun muassa suljetut kontrolloidun ilman kaapit eli 
kansankielisesti hanskakaapit, jossa kokonaisen kaapin olosuhteet ovat hallittavissa. 
Hanskakaapeissa on nimensä mukaisesti kaapin seinämään kiinnitetyt paksut muovihans-
kat, joiden avulla pystytään käsittelemään kaapin sisältöä. Hanskakaappeja on tarjolla 
moniin eri käyttötarkoituksiin ja pienimmät, edullisimmat ja muovista valmistetut ovat 
pöydän päälle laitettavia liikuteltavia laatikoita, joissa voi tehdä suojattuna perustutki-
musta. Hanskakaapit, joihin on mahdollista saada kontrolloitu atmosfääri vaativat jo hie-
man enemmän tilaa sekä isot kaasupullot kontrolloidun atmosfäärin saamiseksi. Kontrol-
loidun atmosfäärin hanskakaappien valmistaja Labconco lupaa kaappien kykenevän tuot-
tamaan 0,0005 % O2 -konsentraation ja erinomaisen tiiveyden [50]. Hanskakaapit takaa-vat siis erinomaisen suorituskyvyn ja puhtauden sekä mahdollistaa tutkittavien näytteide n 
käsittelemisen esimerkiksi solukasvatuksen aikana. Lisäksi on hanskakaappeja pienem-
piäkin yksiköitä, joihin luoda kontrolloitu atmosfääri. Fisher Scientific myy myös Bel-
Art™ SP Scienceware™ Techni-Dome™ 360 Glove Chamber -nimistä laitetta, johon on 
mahdollista kytkeä haluttu atmosfääri ja ei kuitenkaan vie kokonaisen hanskakaapin ver-
ran tilaa. Kuitenkaan kyseiseen kenttäkäyttöönkin soveltuvaan kontrolloidun atmosfäärin 
hanskalaatikossa ei ole mahdollista säädellä lämpötilaa tai ilmankosteutta. [51]  
Kyseisillä hypoksiakammiosovelluksilla voidaan erinomaisesti ylläpitää solukasvatusta 
halutussa kaasufaasissa, mutta kun soluja täytyy jakaa tai tutkia mikroskoopilla , solujen 
hypoksia katoaa vähitellen ja ”normalisoituu” huoneilman mukaiseksi. Broxmeyer et al. 
osoittivat tutkimuksissaan, kun hypoksisissa olosuhteissa kasvatettu soluviljelmä altiste-
taan hetkittäisesti huoneilmalle, solujen geenien ilmentyminen muuttuu merkittäväs t i 
[52]. On siis tutkimusnäyttöä siitä, että nopeat muutostilat soluja ympäröivässä kaasuolo-
suhteissa muuttavat solujen käyttäytymistä. Tämän ilmiön takia on tarve tarkastella uusia 
menetelmiä tutkia solu- ja kudosviljelmiä täydellisen stabiileissa olosuhteissa, jotta voi-
daan simuloida kehon sisäisiä olosuhteita ja olla antamatta tutkimusolosuhteiden muutos-
ten vaikuttaa tutkimusdataan.  
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3. FIBROBLASTIEN PROLIFERAATIOKOKEET JA KUVA-ANALYYSI 
Tämän kandidaatintyön kokeellisessa osuudessa testattiin Tampereen teknillisen yliop is-
ton Micro- and Nanosystems tutkimusryhmässä kehitetyn uuden hypoksiakammiosove l-
luksen, MiniHypoxy –soluviljelylaitteiston, toimivuus seuraamalla hiiren alkion fib-
roblastien proliferaatiota kammiossa. Käytännön kokeiden tarkoituksena oli osoittaa, että 
hypoksia syntyy kammiossa olevaan solukaivoon. Hypoksia osoitettiin solujen prolife-
raatiomuutoksilla 1 % O2 , 5 % O2  ja 19 % O2 atmosfääreissä. Fiksattujen atmosfäär ien lisäksi pidettiin referenssikaivoja inkubaattorissa, joka happikonsentraatio on 19,9 % O2 . Proliferaation muutokset määritettiin tutkittavien solujen proliferaatiokäyrästä, joka teh-
tiin mikroskooppikuvista kuva-analyysin keinoin. Koe koostui neljän päivän solukasva-
tusjaksosta, jossa seurattiin solujen kasvua mikroskopoimalla hypoksiakammioita 24 tun-
nin välein. Tulosten varmistamiseksi koe toistettiin uudemman kerran. 
3.1 Tutkimuslaitteisto ja välineistö 
Tässä osiossa on esitelty tutkimuslaitteisto ja välineet, joita on käytetty kokeiden suorit-
tamiseksi. Osiosta on jätetty pois soluviljelyssä käytetyt materiaalit, jotka löytyy tarvitta-
essa ThermoFischerin soluviljelyoppaasta [41].  
Kokeissa käytettiin MiniHypoxy- laitteistoa, jonka avulla soluja voi kasvattaa kontrol-
loiduissa olosuhteissa. MiniHypoxy on liikuteltava solukasvatusalusta, joka sisältää so-
luille tärkeät lämpötilan ja atmosfäärin kontrolloimismahdollisuudet. Kuvassa 2 on esi-
tetty laitteisto ja sen komponentit.  
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1. Lämpölevy   5. Kaasupullot   9.  Kansirengas 
2. Kaasunjakolaatikko  6. Lämpölevyn kontrolleri 10. Kansi 
3. Auki/kiinni venttiilit  7. Virtalähde/akku  11. Kaivorakenne 
4. Kaasun valintaventtiili  8. Kammion hattu   12. Lasilevy 
 Kuva 2. MiniHypoxy-soluviljelylaitteisto 
Kuvassa 2 on solukasvatuslaitteisto, jota sovellettiin kokeissa. Kaasunjakolaatikko (2) ra-jaa kaasunvirtauksen 5 ml/min ja jakaa kaasun tasaisesti kuudelle kammiolle. Kaasu oh-jattiin kolmesta erillisestä kaasupullosta solukammioille. Kuvassa 2 näkyy osista 8-12 koostuva solukasvatuskammio, jossa kaivorakenteeseen laitetaan tutkittavat solut kasva-maan ja ne suljetaan kannella (10), joka tiivistetään kansirenkaalla (9). Tämän jälkeen kaivorakenteen ja kannen päälle asetetaan kammion hattu (8), joka sulkee kammion il-matilan huoneilmasta. Kuvassa 3 nähdään, kuinka kaasut tuodaan kammioon kaasunja-kolaatikon avulla. 
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Kuva 3. Hypoksiakammiot kaasunjakolaatikossa lämpölevyn päällä 
 
Kaasunjakolaatikko eli hypoksialaatikko suljetaan kannella, jotta lämpölevyn tuottama 
lämpö pysyy tasaisena laatikon sisällä. Lisäksi läpinäkyvän laatikon ikkunan päälle ase-
tettiin musta valonsäteet estävä kansilevy. Solukasvatuslaitteiston lisäksi tutkimuksess a 
solujen kuvaamiseen käytettiin Zeissin Observer Z1 -mikroskooppia. 
3.2 Koejärjestelyt, esivalmistelut ja muutokset soluviljelylait-teistoon 
Kokeita varten valmistettiin kaivorakenteita kahdeksan kappaletta.  Samankaltaisia kaivo-
rakenteita on käytetty aikaisemmassa tutkimuksessa [53].  Kaivorakenteita tehtiin vala-
malla valmistettua PDMS-liuosta muottiin, joka paistettiin 60 ºC asteessa 10 tunnin ajan. 
Valmistetut PDMS-rakenteet liitettiin lasilevyjen päälle ja desinfioitiin 70 % etanolilla ja 
laitettiin 30 minuutiksi UV-lampun alle, jotta kaikki epäpuhtaudet ja elävät organismi t 
saadaan poistettua kaivosta ennen solujen lisäämistä. 
Solukokeissa kuvassa 2 esitettyä laitteistoa muokattiin siten, että kaasunjakolaatikkoon 
tuotiin yhden kaasun sijaan 3 eri kaasua. Yksi kaasuista kulki laatikon kautta kahdelle 
liittimelle ja kaksi muuta tuotiin hypoksialaatikon kahdesta seinän läpiviennistä laatikon 
sisälle. Näin ollen hypoksialaatikkoon saatiin kolmelle rinnakkaiselle hypoksiakaivo lle 
happiatmosfäärit 1 % O2 , 5% O2  ja 19% O2 . Muita muutoksia soluviljelylaitteistolle ei tehty. 
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3.3 Fibroblastien viljeleminen hypoksiakammioissa ja kuvaa-minen mikroskoopilla  
Kokeellinen osuus voidaan jakaa kahteen vaiheeseen. Soluviljelmän aloittaminen ja hy-
poksian asettaminen kasvatuskaivoihin ja soluproliferaation seuraaminen mikroskoopil la.  
Kokeet aloitettiin siirrostamalla hiiren alkion fibroblasteja (mEF) kasvatusmaljasta 50 ml 
falcon-putkeen. Kyseiset hiiren alkion fibroblastit olivat olleet hetken aikaan käytössä 
muissa tutkimuksissa ja niiden jakaantumisluku oli noin 20 luokkaa. Solujen siirrostami-
nen aloitettiin valmistelemalla tarvittavat liuokset: PBS, trypsiini ja kasvatus medium 
lämmittämällä ne 37 ºC lämpötilaan. Inkubaattorista otettu T25-kasvatusastiasta imett iin 
vanha medium pois ja solujen peittämä kasvatusastian pohja huuhdeltiin PBS-pesuliuok-
sella. PBS-liuos imettiin pois ja kasvatusastiaan lisättiin 0,4 ml trypsiiniä. Trypsiinin tar-
koitus on irrottaa kasvatusmaljassa tiukkaan istuvat solut irti astian seinämästä. Trypsii-
nilisäyksen jälkeen kasvatusmaljaa inkuboitiin neljä minuuttia inkubaattorissa. Tryp-
sinoinnin jälkeen varmistettiin mikroskopoimalla, että solut ovat pyöristyneet ja irronneet 
kasvatusmaljan seinämistä. Seuraavaksi trypsiinin vaikutus pysäytettiin lisäämällä kas-
vatusmaljaan 4,6 ml tuoretta kasvatusmediumia ja näin saatu solususpensio siirrettiin 50 
ml falcon-putkeen.  
Solususpensiota sekoitettiin pipetoimalla sitä edestakaisin mittapipetillä, jotta suspensio 
olisi mahdollisimman tasalaatuinen solulaskentaa varten. Sekoitetusta suspensiosta otet-
tiin 2 x 10 µl näyte Burker-solulaskentakammioihin. Solulaskennan perusteella mediumia 
lisättiin siten, että ensimmäisessä koesarjassa soluja oli 300 000 ja 150 000 solua millilit-
rassa mediumia rinnakkaisina kasvatuskaivoina. Toisessa mittaussarjassa tehtiin taas 
200 000 solua millilitrassa sisältävä solususpensio. Tämän jälkeen solususpensiosta jaet-
tiin 1 ml suspensiota solukasvatuskaivoa kohden. Kuvassa 4 on esitetty esimerkkikuva 
solususpensiota sisältävästä kaivorakenteesta.  
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Kuva 4. Hypoksiakammio koostuu lasikannesta, solukaivosta ja kammion sulke-vasta hatusta. Kuvan solukaivoon on lisätty 1 ml solususpensiota. 
Solususpensiolla täytetyt kaivot suljettiin lasikannella ja laitettiin inkubaattoriin kahdeksi 
tunniksi, jotta solut kiinnittyisivät solukaivon pohjan lasilevylle. Kun solut olivat kiinnit-
tyneet lasilevyille, kaikki kaivot kuvattiin ja näin saatiin aloituspiste solujen proliferaa-
tiokäyrälle. Mikroskooppikuvien ottamisen jälkeen solukasvatuskaivot suljettiin kam-
miohatuilla ja asetettiin omiin määriteltyihin olosuhteisiin. Hypoksiakammioita oli mo-
lemmissa kokeissa kahdeksan kappaletta. Rinnakkaisia kammioita kasvatettiin 1 % O2 , 5 % O2 , 19 % O2    ja inkubaattorin 19,9 O2  % happiatmosfääreissä. Lisäksi kussakin kaa-supullossa oli 5 % CO2 ja jäljelle jäävä osuus kaasupulloissa oli typpeä. Inkubaattori käytti suodatettua huoneilmaa, jonka hiilidioksidin osuus oli säädetty arvoon 5 %. Tämän 
jälkeen soluja pidettiin kytkettyinä kontrolloituihin kaasuihin neljän päivän ajan ja kuvat-
tiin 24 tunnin välein. 
Solujen proliferaatiota seurattiin ottamalla Zeissin Observer Z1 - käänteismikroskoopp iin 
liitetyllä Axiocam 702 mono kameramoduulilla kuvia hypoksiakammioista säännölli-
sesti. Kuvat otettiin irrottamalla kaasuletku hypoksiakammiosta ja kammio siirrettiin ko-
konaisuudessaan mikroskoopin automatiso idun ristisiirtopöydän päälle. Ensimmäise l lä 
kuvauskerralla mikroskoopin kuvausohjelmaan tallennettu kuvausprotokolla kohdistet-
tiin siten, että protokolla kuvaa koko kaivon. Mikroskooppiin asetettu kuvausprotoko lla 
asetettiin kuvaamaan nelinkertaisella suurennoksella yhteensä 96 pientä kuvaa. Joka ku-
van välissä mikroskooppi siirtää kaivoa mikroskoopin linssin päällä ristisiirtopöydän 
avulla ottaen kuvia kammiosta siten, että 96 osakuvasta muodostuu kuvamatriisi, joka 
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kattaa koko kammion. Kuvat tallennettiin analysointia varten ja protokolla tallennett i in 
ensimmäisellä kerralla jokaiselle kammiolle, jolloin kaikkien hypoksiakammiot aikapis-
teiden kuvaaminen tehtiin samalla protokollalla. Tämä mahdollisti sen, että kammiot oli-
vat samalla tavalla kohdistettu kuvamatriisiin ja nopeutti siten kuvaamisprosessia.  
3.4 Kuva-analyysi 
Soluviljelykokeiden tuloksena on jokaisesta kammiosta neljä aikapistevalokuvaa, joista 
yksittäisen valokuvan koko on noin 500 Mb.  Kaikki mikroskooppikuvat jälkiprosesso i-
tiin kuvien laadun parantamiseksi ja lopulta analysoitiin proliferaation määrittämiseksi.  
Tässä luvussa on esitetty kuva-analyysin vaiheet pääpiirteittäin. Kuvien prosessointipa-
rameterit, solulaskurin toimintaperiaate ja matlab-skriptin laskentaparametrit selviävät 
tässä luvussa. 
3.4.1 Kuvien esikäsittely proliferaatioanalyysia varten 
Kuvat käsiteltiin Zeiss:n omalla mikroskooppikuvien käsittelyyn tarkoitetulla ZEN 2 lite  
-ohjelmalla. Koska mikroskoopilla otetun kuvamatriisin yksittäiset kuvat menivät osittain 
päällekkäin toistensa kanssa, yhdistettiin kaikki 96 erillistä kuvaa ZEN:n avulla yhte-
näiseksi kuvaksi, jossa kuvien rajat poistettu. Kuvien rajojen poistaminen onnistui siten, 
että mikroskoopilla otettujen kuvien reunat olivat 10 % toistensa päällä, jolloin ZEN -
ohjelman työkaluilla päällekkäiset alueet onnistuttiin automaattisesti yhtenäistämään. 
Näin 96 kuvan mosaiikilta näyttävä matriisi muuttui yhtenäiseksi kuvaksi. ZEN -ohjelman 
avulla myös poistettiin epätasaisen valaistuksen aiheuttamat varjot kuvamaalla ensin täy-
sin tyhjä kaivo, jonka varjoista ZEN muodosti varjomaskin. Varjomaskin avulla ZEN 
suodatti kuvausolosuhteista johtuvan varjon hypoksiakammioiden kuvista ja teki solujen 
histogrammista homogeenisemmän, mikä on tärkeä yksityiskohta myöhemmin esiteltä-
vän kuva-analyysin kannalta.  
Solujen proliferaation määrittämiseksi toteutin Matlab-laskentaohjelmalla solujen pinta-
alaa ja määrän arvioivan ohjelman. Ohjelma määrittää ensimmäisestä aikapisteestä solu-
jen määrän. Ensimmäisessä aikapisteessä hiiren alkion fibroblastit ovat pyöristyneitä ja 
usein erossa toisistaan, jolloin ohjelman parametreja muuttamalla on mahdollista tunnis-
taa yksittäiset solut solujen koon perusteella. Jokaisesta kuvasta määritetään solujen peit-
tämä pinta-ala, jonka avulla arvioidaan solujen proliferaatiota. Solujen jakautuessa solut 
täyttävät solukasvatuskaivon pohjaa, jolloin pinta-ala indikoi solujen nopeutta jakautua 
ja levittäytyä solukaivossa. 
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3.4.2 Kuvien analysointi 
Kuvien analysointiin käytettiin tässä kappaleessa esitettyä Matlab-skriptiä. Ensim-
mäiseksi koodi lukee kuvat kohdekansioista, jossa on yhden kammion kuvat eri aikapis-
teissä. Lisäksi liitteessä esitetyssä ohjelmassa on alustettu myös muuttuja names, joka 
sisältää kaikki kohdekansion kuvat. Kuvat ovat kuvan 2 mukaisia ja tässä versiossa names 
-muuttuja on tarkoitettu käsittämään vain yhden mittaussarjan kuvat. Alat on muuttuja, 
johon ohjelma tallentaa jokaisen kuvan solujen peittämän alan sekä pinta-alat-muuttujan, 
joka tallentaa muuttujaan jokaisen kuvan solujen peittämän pinta-alan. Ohjelma lukee 
kohdekansiosta kuvat ja nykyisessä muodossaan ohjelmaan syötettävien kuva kansioiden 
on oltava sellaisia, että kansio sisältää yhden yksittäisen hypoksiakammion kaikkien ai-
kapisteiden kuvat nuorimmasta kuvasta vanhimpaan. 
3.4.3  Kuvan muuttaminen matriisiksi ja kuvan varianssisuoda-tus 
 Kuvien kursimisen jälkeen ohjelma luo matriisin I, jossa kuva muuttuu kokoisekseen mat-riisiksi. Jokaisen matriisin luku kuvaa pikselin arvoa kyseisessä kohdassa. I matriisin poh-jalta ohjelma luo maskin, joka on binäärinen matriisi. Maskin arvoa voi säätää, mutta tässä versiossa maskin yksittäinen luku säilyttää arvon 1, kun matriisin I vastaava luku 
on suurempi kuin 7000. Tämä luku on saatu kokeilemalla sopivia arvoja ZEN-mikro-skooppi ohjelmassa ja osoittautui, että solut saavat harmaasävykuvassa noin arvon 8000. Näin saadaan maskin avulla suodatettua kuvasta pois tausta. Toistaiseksi yläarvoa ei ole tarvinnut määrittää, sillä solut ovat kirkkaimpia pikseleitä harmaasävykuvassa.   Kuvan käsittelemiseen käytetään varianssisuodatusta, jolloin komennolla 
stdfilt(I,ones(9)) suodattaa kuvan siten, että funktio vertaa alkuperäisen kuvan 9x9 aluee-seen ja määrittää sen mukaan output kuvan (J) pikselin arvon varianssin avulla. Matlab-koodi on saatavilla liitteestä A. Varianssisuodatus poistaa kuvasta rakeet ja yksittäiset eri  väriset pikselit ja siten parantavat ohjelman laskeman pinta-alan arviota.  
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 Kuva 5. Mikroskooppikuva varianssisuodatuksen jälkeen mustavalkoisena  
 
3.4.4 Soluproliferaation määrittäminen varianssisuodatetusta kuvasta  
 Kuvasta 5 voidaan nähdä, että kuvassa on vielä paljon kohinaa ja taustasta jääneitä pis-teitä, jotka täytyy saada poistettua varianssisuodatetusta kuvasta. Solujen keskiarvoinen koko on noin 300 pikseliä, jolloin solun koon alarajaksi on valittu 150 pikselin aluaraja. 
Ensimmäiseksi varianssisuodatetun kuvan jälkeen kuvasta poistetaan alueet, jotka ovat pienempiä kuin 150 pikseliä. Tämän jälkeen kuvaa suodatetaan muutamin komennoin,  kunnes rivillä 57 komennolla solut = cBW.*~maski suodattaa harmaasävykuvan mukaan tehdyn maskin avulla kuvasta alueet pois, joissa soluja ei ole. Tämän jälkeen solujen peit-tämä pinta-ala tallennetaan pintaAla(t)-muuttujaan, johon tallentuu jokaisen ohjelman kä-sittelemä kuvan arvo. Lopulliset ohjelman tuottamat kuvat esitetään Tulokset -luvussa. 
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Solulaskuri laskee jokaisen hypoksiakammionkuvasarjan ensimmäisestä kuvasta solujen lukumäärän. Lukumäärä lasketaan kahdessa vaiheessa. Ensimmäisenä lasketaan yksittäi-set solut. Yksittäiset solut lasketaan suodattamalla bwareafiltterin avulla yksittäiset solut haarukoimalla 70-700 pikselin yhtenäiset alueet ja laskemalla niiden lukumäärät.   Soluja esiintyy kuitenkin myös toisiinsa liittyneinä, joten 700 pikseliä suuremmat alueet ovat yhteen liittyneitä soluja, joiden yhteispinta-ala lasketaan ja pinta-ala jaetaan yksit-
täisten solujen keskiarvolla, jotta saadaan arvio solulauttojen sisältämien solujen mää-rästä. Yksittäisten solujen keskiarvo on määritetty aikaisemmassa osiossa, jossa kaikista filtterin tunnistamista yksittäisistä soluista on otettu keskiarvo. Yksittäiset solut ja solu-massasta arvioidut solumäärät summataan yhteen ja tallennetaan solut_yhteensä-muuttu-jaan. Näin saadaan ensimmäisen hypoksiakammion solumäärä talteen proliferaatiokäyr iä varten.   
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4. TULOKSET 
Tässä kohdassa on esitetty molemmista koesarjoista otettujen mikroskooppikuvien jälki-
prosessoinnin tulokset. Kuvat analysoitiin Matlab:lla toteutetulla solulaskurilla ja tu-
lokseksi saatiin solujen proliferaatiota kuvaavat pinta-ala arvot. 
4.1 Ensimmäinen hypoksiakoesarja 
Mikroskoopilla otetusta kuva-aineistosta on esitetty otos 1 % O2, 5 % O2 ja 19 % O2 happikonsentraatiossa kasvatetuissa kammioissa neljässä eri aikapisteessä kuvassa 7.  
 
Kuva 6. Mikroskoopilla otetut esikäsitellyt kuvat 1. koesarjan 1. hypoksiakammiot 300 000 solulla 
Kuvasta 6 nähdään raaka-aineisto kuva-analyysille. Kokeellisessa osuudessa mikroskoo-
pilla kuvatut valokuvat käsiteltiin Matlab-skriptillä, jolloin tulokseksi saatiin mustava l-
koinen binäärimatriisi. Muista koesarjoista ei ole esitettynä enää raakakuvaa vaan Matlab  
-skriptillä luodut mustavalkokuvat. Binäärimatriisi analysoitiin luvussa 3.4 Kuva-ana-
lyysi esitetyn metodin avulla, jolloin solujen proliferaatiolle saatiin numeerinen arvio.  
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Kuva 7. 1. koesarjan H1. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissä 300 000 solulla 
Ensimmäisen kokeen hypoksiakammiot H1 on esitetty kuvassa 7. Kuvassa 7 on esitetty 
1 % O2 , 5 % O2  ja 19 % O2  happikonsentraatiossa kasvatetut kammiot 4 eri aikapisteessä.  
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Kuva 8. 1. koesarjan H2. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissä 150 000 solulla 
Ensimmäisen kokeen hypoksiakammiot H2 on esitetty kuvassa 8. Kuvassa 8 on esitetty 
1 % O2 , 5 % O2  ja 19 % O2  happikonsentraatioon asetetut kammiot neljässä eri aikapis-teessä. Kuvat 7 ja 8 esittävät rinnakkaisten hypoksiakammioiden soluproliferaatiota. 
 
 
 
4.2 Toinen hypoksiakoesarja 
Toisen soluviljely koesarjan rinnakkaisten hypoksiakammioiden analyysikuvat eri olo-
suhteissa kasvatetuissa hypoksiakammioista on esitetty tässä kappaleessa.  
 
Kuva 9. 2. koesarjan H1. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissä 200 000 solulla 
Toisen kokeen hypoksiakammiot H1 on esitetty kuvassa 9. Kuvasta 9 on esitetty 1 % O2 , 5 % O2  ja 19 % O2  happikonsentraatioon asetetut kammiot neljässä eri aikapisteessä.  
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Kuva 10.  2. koesarjan H2. hypoksiakammioiden proliferaatio eri aikapisteissä 200 000 solulla 
Toisen kokeen hypoksiakammiot H2 on esitetty kuvassa 10. Kuvasta 10 on esitetty 1 % 
O2 , 5 % O2  ja 19 % O2  happikonsentraatioon asetetut kammiot neljässä eri aikapisteessä.  
4.3 Fibroblastien proliferaatiokäyrät 
Kuvaajiin 12 -14 on piirretty proliferaatiokäyrät solujen peittämän pinta-alan perusteella. 
Proliferaatiokäyrät on laadittu vertaamalla yksittäisen kammion muita aikapisteitä ensim-
mäiseen aikapisteeseen suhteellisen kasvun määrittämiseksi seuraavan kaavan mukai-
sesti:  
𝑆𝑢ℎ𝑡𝑒𝑒𝑙𝑙𝑖𝑛𝑒𝑛 𝑘𝑎𝑠𝑣𝑢 =
𝑃𝑖𝑛𝑡𝑎−𝑎𝑙𝑎(𝑛)
𝑃𝑖𝑛𝑡𝑎 −𝑎𝑙𝑎(1)
       [5.1] 
jossa Pinta-ala(n) on kyseisen aikapisteen solujen peittämä pinta-ala ja Pinta-ala(1) on 
ensimmäisen pisteen pinta-ala. 
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Kuva 11. Koesarja 1 hypoksiakammiot H1: Solujen suhteellinen kasvu aikapisteiden funktiona 300 000 solulla 
Kuvaan 11 on piirretty ensimmäisen koesarjan hypoksiakammioiden H1 solujen suhteel-
lista kasvua kuvaava proliferaatiokäyrä kullekin kammiolle ja siitä nähdään, että 5 % O2  proliferoituu konfluenttiin 1 % O2  ja 19 % O2 olosuhteissa kasvaneita soluja nopeammin.  
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Kuva 12. Koesarja 1 hypoksiakammiot H2: Solujen suhteellinen kasvu aikapisteiden funktiona 150 000 solulla 
 
Kuvassa 12 on esitetty ensimmäisen koesarjan rinnakkaiskammioiden H2 solujen suh-
teellista kasvua kuvaava proliferaatiokäyrä kullekin kammiolle. 5 % O2  kasvaneet solut näyttävät kasvavan tässä koesarjassa hieman muita olosuhteita paremmin. Taulukossa 3 
on esitetty Matlab-skriptin avulla lasketut solujen peittämät pinta-alat hypoksiakammi-
oissa eri aikapisteissä. 
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Kuva 13.  Koesarja 2 hypoksiakammiot H1 ja H2: Solujen suhteellinen kasvu aika-pisteiden funktiona 200 000 solulla 
 
Kuvaan 13 on piirretty toisen koesarjan hypoksiakammiot H1 ja H2 solujen suhteellista 
kasvua kuvaava proliferaatiokäyrät kullekin kammiolle ja siitä nähdään, että 1 % O2  pro-liferoituu konfluenttiin nopeammin kuin 5 % O2 , 19 % O2 -olosuhteissa ja inkubaattor i-olosuhteissa kasvaneita soluja nopeammin. Kuvasta 13 nähdään myös, että 19 % O2  pro-liferoituu konfluenttiin nopeammin kuin 1 % O2 , 5 % O2 -olosuhteissa ja inkubaattoriolo-suhteissa kasvaneita soluja nopeammin.  
Toisessa koesarjassa oli ongelmia ensimmäisten rinnakkaishypoksiakammioiden mikro-
skooppikuvantamisen ja kuva-analyysin kanssa. Vaikka kuvan 10 kuvamatriisista näh-
dään, että 1 % O2 konsentraation kolmas aikapiste näyttää harvaan kasvaneelta, niin to-dellisuudessa kammio on täyteen kasvanut ja mikroskoopin tarkennus ei ole oikeassa ta-
sossa vaan solumassa on sekoittunut osittain pikseleiden intensiteettien osalta taustan 
kanssa ja siksi analyysi ei anna oikeanlaista informaatiota 1 % O 2 kammion osalta. Tämän takia toisen koesarjan 1 rinnakkaishypoksiakammioiden arvoista ei voi tehdä keskinäistä 
vertailua. 
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5. TULOSTEN TARKASTELU 
Tulosten tarkastelussa arvioidaan koesarjojen 1 ja 2 antamia tuloksia. Esille tuodaan poik-
keamia mahdollisesti aiheuttavat virhelähteet ja verrataan MiniHypoxy-solukasvatusla it-
teistoa markkinoilla jo oleviin vastaavaan tarkoitukseen käytettäviin laitteistoihin ja me-
netelmiin.  
5.1 Koesarjojen tulosten arviointi 
Ensimmäisessä koesarjassa asetettiin kasvamaan 300 000 solua kammiota kohden ja 
150 000 solua kammiota kohden siten, että mitattavana oli kaksi toisilleen rinnakkaista 
soluviljelykaivosettiä. Poikkeavat lähtötilanteet näkyvät ensimmäisen koesarjat kokoa-
vissa kuvista 8 ja 9, missä etenkin rinnakkaisten kammioiden erot huomataan aikapis-
teessä kolme. Sama huomataan vertailemalla kuvien 11 ja 12 kasvukäyriä, että lähtötilan-
teessa enemmän soluja sisältävät kammiot saavuttivat nopeammin konfluentin, ja siten 
pienemmän määrän soluja sisältävät kammiot saavuttivat suuremman kasvunopeuden. 
Tämä johtuu, siitä että soluilla on enemmän tilaa jakautua ja voivat pidemmän aikaa py-
syä eksponentiaalisen kasvun vaiheessa, ennen kuin tilan ja ravinnon puute alkavat hi-
dastaa solujen jakautumista. Ensimmäisellä kokeella nähtiin myös, että mikäli tahdotaan 
tutkia solujen proliferaatiokäyrää, on parempi käyttää pienempää aloitussolumäärää. 
Ensimmäinen koesarja osoitti, että hiiren alkion fibroblastit jakautuvat tehokkaimmin 5 
% happikonsentraatiossa. Samankaltaisia tuloksia ovat myös muutkin tutkimukset osoit-
taneet. [2, 3, 45]  Koesarjan mikroskoopilla otetut valokuvat ovat pääsääntöisesti hyvä-
laatuisia ja solujen asettaminen solukaivoon oli onnistunut hyvin, sillä solut olivat levit-
täytyneet tasaisesti ympäri kaivoa. Solujen sijoittuminen väljästi solukaivon pohjalle 
mahdollistaa fibroblastien nopean proliferaation, kun solujen ei tarvitse migraation avulla 
siirtyä tyhjille alueille. Yhteen liittyneet solulautat myös hidastavat proliferaatiota sen ta-
kia, että soluilla ei tilan lisäksi ole niin paljon solukalvon pinta-alaa vastaanottaa ravin-
teita ympärillä olevasta mediumista. Tuloksista puuttuvat kuvat inkubaattorissa kasvate-
tuista, sillä inkubaattoreissa kasvatetut ensimmäisen koesarjan hypoksiakammiot sisälsi-
vät pieniä kontaminaatioita jo toisessa aikapisteessä, jolloin kammiot jouduttiin hylkää-
mään tulostarkastelusta. Kontaminaatiot aiheutuivat todennäköisimmin siitä, että solukai-
vot olivat avonaisia petrimaljoissa inkubaattoreissa ja saivat tällöin kontaminaation siir-
roissa inkubaattorista mikroskoopille ja takaisin.  
 
Toisessa koesarjassa hypoksiakammioiden pohjalle asetettiin kasvamaan 200 000 solua 
ensimmäisen koesarjan antamien tulosten perusteella. 200 000 solun käyttäminen perus-
teltiin, sillä että kammion haluttiin kasvavan konfluenttiin neljän päivän sisällä. Neljän 
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päivän aikaraja asettui kasvatuslaitteiston mukaan. Käytetyt litran vetoiset kaasupullot 
riittivät juuri neljäksi vuorokaudeksi. Neljä päivää oli myös raja sille, että soluja pystyttiin 
kasvattamaan kasvatusmediumia vaihtamatta. Kuvissa 9 ja 10 esitetyistä hypoksiakam-
miokuvista nähdään, että ensimmäisestä koesarjasta poiketen aikapisteitä on neljän sijaan 
kolme, sillä solut kasvoivat konfluenttiin vastoin odotuksia jo kolmen päivän aikana. 
Tämä johtunee siitä, että toisessa koesarjassa oli käytössä eri solut, joiden jakaantumis-
luku oli matalampi verrattuna ensimmäiseen koesarjaan. Kuvista 10 ja 11 nähdään, että 
solut eivät ole levittäytyneet yhtä tasaisesti kaivojen pohjalle, vaan ovat takertuneet jo 
ensimmäisessä aikapisteessä toisiinsa ja muodostavat ison solulautan keskelle kaivoja. 
Poikkeamat koesarjojen kuvissa johtuvat siitä, että soluja oli viljelemässä eri henkilöt, 
jolloin kokemattomamman soluviljelijän harjaantumattomuus näkyy koesarjan 2 hypok-
siakammioiden kuvakollaaseissa.  
Toisen koesarjan tulokset poikkeavat hieman ensimmäisen koesarjan tuloksista. Tarkas-
telemalla kuvan 13 käyriä nähdään, että 5 % happikonsentraation sijaan 1 % happikon-
sentraatio näyttää olevan edullisempi solujen jakautumiselle. Sen sijaan pienellä margi-
naalilla 5 % happikonsentraatio jää analyysin mukaan myös 19 % O2 -olosuhdetta hei-kommaksi. Syynä poikkeamaan voi olla epätasainen solujen pipetointi kaivoon, jolloin 
eri olosuhteissa kasvatetut kammiot eivät ole täysin samoissa lähtökohdissa proliferaat io-
kokeeseen.  
Molemmat koesarjat kuitenkin näyttävät, että proliferaatio on tehokkaampaa alemmissa 
happikonsentraatiossa. Tulos täyttää tämän työn hypoteesin, jonka mukaan matalat hap-
pikonsentraatiot kiihdyttävät hiiren alkion fibroblastien solujakautumista. Toisaalta koe 
myös osoitti myös sen, että tutkimuksessa käytetty MiniHypoxy-soluviljelylaitteisto ky-
kenee luomaan erilaiset atmosfäärit hypoksiakammioiden välille ja atmosfäärien erot saa-
tiin näkyviin solukasvatusten välillä. 
 
5.2 Virhelähteitä 
Yksinkertaisesta koejärjestelystä huolimatta on näissä kokeissa useita eri virhelähte itä. 
Useampaan kertaan esille tuotu solujen pipetointi kaivoihin vaikuttaa suurelta kuva-ana-
lyysiin vaikuttavalta tekijältä. Tätä virhelähdettä voidaan kuitenkin hallita kehittämällä 
hyvät työskentelymenetelmät solulaboratorio työskentelyyn. Samalla keinolla voidaan 
myös poistaa ongelmia solukasvatuksessa aiheutuneet kontaminaatiot. Mikroskooppi-
työskentely aiheutti hieman variaatioita mikroskooppikuviin. Mikroskoopin toimiessa 
sarjakuvaustilassa, mikroskoopin ristisiirtopöytä siirtyy nopeasti kuvien välillä. Tällöin 
pienet tärinät ja liikkeet mikroskoopin alustassa saattoivat vaikuttaa kuvanlaatuun ja sitä 
kautta kuva-analyysin tuloksiin. 
32 
Kuva-analyysissä käytettävää Matlab-skriptiä piti optimoida paljon, jotta se tunnista is i 
solut mikroskooppikuvasta. Koska solujen tunnistaminen perustuu solujen histogram-
miin, ovat muutokset kuvanpikselien intensiteetissä kriittisiä kuva-analyysityökalun kan-
nalta. Näin ollen poikkeava valaistus tai eri kuvausprotokolla voi hävittää esimerk iks i 
kuvissa 8 ja 9 esitetyissä analyysikuvista informaatiota, sillä solujen intensiteetti huipun 
siirtyessä histogrammissa, kuva-analyysi edelleen suodattaa saman kohdan histogram-
mista analyysikuvaan. Kuvissa 9 ja 10 näkyvissä toisen koesarjan 3. aikapisteen kuvissa 
näkyy hypoksiakammion halki kulkeva toistuva varjokuvio, mikä viittaa siihen, että so-
lukuvauksessa on tapahtunut jokin virhe. Todennäköisesti ZEN-ohjelman kuvien yhdis-
tämistoiminnon asetuksissa on tapahtunut jokin muutos, mikä on ”polttanut” mikro-
skooppikuvaan toistuvan jäljen. Näin ollen Matlab-skriptissä on vielä kehitettävää, jos 
kuvausolosuhteita ja kuvan laadullisia ominaisuuksia ei pystytä pitämään samanlaisina.  
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6. YHTEENVETO 
Tässä työssä tutkittiin uuden hypoksiasoluviljelymenetelmän kykyä luoda hiiren alkion 
fibroblasteille eri vähähappisia olosuhteita ja osoittaa laitteiston toimivuus vertaamalla 
tuloksia aiempien tutkimuksien tuloksiin. Tämä osoitettiin tekemällä selvitys aiemmista 
hypoksiatutkimuksista ja kokeellinen osuus, jossa kasvatettiin hiiren alkion fibroblas teja 
eri happikonsentraatioissa. Kokeellisessa osuudessa tutkittiin solujen hyvinvointia siten, 
että hyvinvoinnin mittarina käytettiin solujen jakautumiskykyä eli proliferaatiota. Ko-
keellinen osuus sisälsi solujen kasvattamisen, kuvaamisen mikroskoopilla ja kuva-ana-
lyysin solujen proliferaation määrittämiseksi. Tulokseksi saatiin, että vähähappisissa olo-
suhteissa, joissa hiiren alkion fibroblasteilla oli vain 1 % O2  tai 5 % O2  happea käytössään. Tulos on linjassa kirjallisuudesta etsittyihin tietoihin verrattuna, joita on käyty läpi koh-
dassa 2 Teoreettinen tausta.  
Tulos osoittaa, että huoneilman happiosuutta huomattavasti alhaisemmat happiolosuhteet 
ovat soluille normaalimpia ja suotuisemmat solujen jakautumisen kannalta. Tämä tarkoit-
taa myös sitä, että solut todella reagoivat ympäröivään kaasuympäristöön. Näin ollen tu-
levaisuuden solututkimuksessa on tärkeää ottaa huomioon, minkälaisessa fysiologisessa 
ympäristössä solut elävät ja pyrittävä saattamaan tutkimusolosuhteet fysiologisia vastaa-
viksi. Näin voidaan varmistaa solujen oikeat reaktiot esimerkiksi lääkeaineisiin tai sääte-
lytekijöihin. Tämä luo tarpeen MiniHypoxy-solukasvatuslaitteiston kaltaisille laitte is-
toille, joiden avulla voi helposti tutkia soluja hypoksisissa olosuhteissa.  
Työssä jäi useampi kehitysikkuna auki tulevaisuuden varalle. Kaksi koesarjaa on vielä 
vähän, kun yritetään osoittaa laitteiston toimivuutta, joten kokeita olisi hyvä tehdä vielä 
lisää ja todeta validointi suurempaan aineistoon perustuen. Toinen kehityssuunta on tä-
män työn varjossa syntyneen kuva-analyysityökalun kehittäminen. Kuva-analyysin luo-
tettavuutta on vaikea arvioida ilman rinnakkaisia menetelmiä. Käytännössä kuva-analyys i 
antaa numeerisen arvon solujen peittämälle alueelle, mikä on parempi arvio solujen pro-
liferaatiosta kuin perinteisesti käytetty silmämääräinen arvio. Näin ollen näitä kokeita 
varten valmistetun kuva-analyysin avulla voidaan solujen hyvinvointia seurata tarkem-
min ja ennen kaikkea dokumentoida vertailukelpoisesti.  
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LIITE A: KUVA-ANALYYSISSÄ KÄYTETTY MAT-LAB-KOODI 
% Skripti Zeiss-mikroskoopin kuvien/videon lukemiseen 
% Kohteena MEF -solut 
% 08/07/2018 
  
%   PRESET SOLULASKURILLE 
   % Käytössä oleva lukufunktio toimii näin: 
   %CZI-kuvien sijainti                                                                                                                    
% vol = imreadBF(datname,zplanes,tframes,channel 
p = 'D:\Hypoxia_kuvat\2_EXP_1357\';    % esim. 'D:\Hypoxia_ku-
vat\2_EXP_3_4_5p\' % Tähän tulee tiedostopolku, jossa sijaitsee yh-
den/useamman kaivon mittaussarjan kuvat 
  
  
%Mustavalkokuvien tallennuskansio 
%folder = 'D:\Hypoxia_kuvat\2_EXP_2468\BW_2468';      %esim. 'D:\Hy-
poxia_kuvat\2_EXP_1_2_1p\BW_images_1p' 
%normfolder = 'D:\Hypoxia_kuvat\1_EXP_1_2_1p\BW_kuvat 1_2_3\harmaaku-
vat';                                                                                                            
%nmbrlist:iin mittaussarjan ensimmäiset kuvat 
% E = [1 3]; 
% nmbrstr = string(E); 
tp = 3  ;     %testisarjan pituus 
  
names = dir([p '*.czi']); 
  
Alat = []; 
pinta_alat = []; 
cnmbrlist = []; 
  
for t = 1:length(names) 
     
     
    name = names(t).name; 
     
    %'Experiment-02-4-5pO2-Stitching-12.czi'; 
    %Experiment_01_2_1O2.czi 
     
    %Tiedoston kuvien stitchaaminen yhtenäiseksi kuvaksi ja taustan 
    %poistaminen 
    r = bfGetReader([p name]); 
    I = bfGetPlane(r, 1); 
    %Valikuva= I; 
    % I = bfGetPlane(r, 1, 1, 1, 20, 20); 
    % V = bfOpen3DVolume([p name]); 
     
    % I = [V{1,1}{1}]; 
    %for yi = 1:12 
     %   Ix = []; 
      %  for xi = 1:8 
       %     Ix = [Ix V{xi+8*(yi-1),1}{1}]; 
        %end 
40 
        %I = [I; Ix]; 
   % end 
    I = single(I);                   
 
 % I on valokuva muutettuna kuvamatriisiksi, jossa yksittäinen matrii-
sin arvo on kuvan pikselin arvo 
 
    %figure,hist(I(:),512);              
    maski = I < 7000; % default 5000 //  
    %figure,imagesc(I),colormap gray 
    %G = single(imagesc(I)); 
    %G = imagesc(I), colormap gray; 
    %imshow(G); 
    %figure,imagesc(I.*~maski),colormap gray 
     
    % lasketaan varianssisuodatettu-kuva 
    J = stdfilt(I,ones(9)); % tähän voi kokeilla isompaa naapurustoa, 
default 3x3 
    
    %figure,imagesc(J),colormap gray 
    %figure,hist(maskiJ(:),0:6000) 
    %Ibw = I < 6600 & I > 6000; 
    Ibw = J > 150; % default 150  
    %figure,imagesc(Ibw),colormap gray 
    %figure,imagesc(~Ibw),colormap gray 
     
    Ibw = bwmorph(Ibw,'clean');     % Poistaa yksittäiset pikselit bi-
näärimuotoisesta kuvasta 
    se = strel('disk',3);           % Luo disk-sovitteen, jossa diskin 
säde on 3 pikseliä  
    cBW = imclose(Ibw,se);          % Imclose täyttää disk elementin 
mukaisesti pieniä alueita 
    cBW = bwmorph(cBW,'clean');     %  
    
    se = strel('disk',6);           % Luo disk-sovitteen, jossa diskin 
säde on 6 pikseliä 
    cBW = imerode(cBW,se);          % "Luo" kuvan käyttäen disk ele-
menttiä 
    %figure,imagesc(cBW.*~maski),colormap gray 
    solut = cBW.*~maski;            % Suodattaa kuvasta maskin mukai-
sesti solut binääri matriisiksi 
    %im = imagesc(cBW.*~maski); 
    im = cBW.*~maski; 
    %figure,imagesc(im); 
    pintaAla(t) = sum(solut(:)); 
%---------------------------------------------------------------------
------------------------------------------------------------------   
     
%Kuvien tallentaminen kansioon, EI TOIMI 
 
% Mustavalkokuvien nimeämiseen ja tallentamiseen käytettävä funktio 
%      
%%     Mustavalkokuvan tallentaminen kohdekansioon 
% char ='%'; 
%  
%     if t <= tp 
%         baseFileName = sprintf('Condition 01 %c O2 Timepoint %d 
.png',char, t); 
%         fullFileName = fullfile(folder, baseFileName); 
%         imwrite(im, fullFileName); 
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% %          
% %          
%     elseif t <= (2*tp) 
%         baseFileName = sprintf('Condition 05 %c O2 Timepoint %d 
.png',char, t-tp); 
%         fullFileName = fullfile(folder, baseFileName); 
%         imwrite(im, fullFileName); 
% %          
% %      
%     elseif t <= (3*tp) 
%         baseFileName = sprintf('Condition 19 %c O2 Timepoint %d 
.png',char, t-(2*tp)); 
%         fullFileName = fullfile(folder, baseFileName); 
%         imwrite(im, fullFileName); 
% %          
%      
%     elseif t <= (4*tp) 
%         baseFileName = sprintf('Condition incubator reference 
Timepoint %d .png', t-(3*tp)); 
%         fullFileName = fullfile(folder, baseFileName); 
%         imwrite(im, fullFileName); 
%        
% %          
%     end 
     
         
     
% 
    %Mustavalkokuvan tallentaminen kohdekansioon 
     
    
%     baseFileName = sprintf(' Timepoint %d.tif', t); 
%     fullFileName = fullfile(folder, baseFileName); 
%     imwrite(im, fullFileName); 
  
%     TOF = contains(nmbrstr, t); 
%% ------------------------------------------------------------------- 
    %SOLULASKURI 
    %Yksitäisten solujen laskeminen bwareafiltterin avulla 
    pinta_alat = [pinta_alat,sum(solut(:))]; 
    lkm = bwareafilt(logical(solut),[50 700]); 
    alueet = regionprops(lkm, 'Area'); 
    if t == 1||5||9  %TOF == 1  
        alueet_lkm = length([alueet.Area]); 
        Alat = [Alat,alueet_lkm]; 
        ka_alueet = mean(cell2mat(struct2cell(alueet))); 
         
    %Yhteenliittyneiden solulauttojen muodostamien alueiden 
        suuret_lkm = bwareafilt(logical(solut),[700 1000000000000]); 
        suuret_alueet =regionprops(suuret_lkm, 'Area'); 
        sa_kok_ala = sum(cell2mat(struct2cell(suuret_alueet(:)))); 
        %disp(['Suuret alat=',sa_kok_ala,'[Area]']); 
        solut_suurella_alueella = sa_kok_ala/ka_alueet; 
         
         
    % Solut yhteensä 
        solut_yhteensa= solut_suurella_alueella + alueet_lkm; 
        disp(solut_yhteensa); 
%         cnmbrlist = + solut_yhteensa, '\n'; 
    end 
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end 
%natsortfiles({folder}); 
figure,plot(pintaAla)           % Plottaa solujen peittämän pinta-alan 
eri aikapisteissä 
%--------------------------------------------------------------------- 
%TULOSTEN TALLENTAMINEN 
  
% file = fopen( 'results.txt','wt'); 
% fprintf(file, 'Cell numbers \n'); 
% fprintf(file, cnmbrlist, '\n'); 
% fprintf(file, 'Hello \n'); 
% fclose(file); 
  
disp('END'); 
%% Maskin ja filtterin optimointi 
% Tämä osio tulostaa suurennettuja kuvia harmaakuvasta ja mustavalko-
kuvasta 
% joiden avulla voi muokata maskia, tai filtterin arvoja 
%  
% slice1 = I([3000:3500],[7000:7500]); 
% slice2 = lkm(3000:3500,7000:7500); 
% figure 
% imagesc(slice1),colormap gray 
% figure 
% imshow(slice2) 
  
  
  
  
  
